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より反応性が回復することなどから、 UlsnRNPが、 UlsnRNAと5' スプラ
イス部位との塩基対合を介して、この部位に結合することが示されている
(Zhu加 gとWeiner 1986) 0 U~ U4、U6snRNPについても、各snRNAに相
補的な合成DNAとRNaseHを用いた実験より、スプライシング反応に必要な




Weiner 1989)。しかし、 UlsnRNPの結合は単独で、 ATPに依存せず、氷
中でも起こるが (JBlackら 1985、BindereifとGreen 1987)、U2snRNPの結
合にはATPと補助因子、 U2AF(U2 auxiliary factor)、が少なくとも必要で














を与えることなどが示された (Krainerら 1990a、Krainerら 1990b)。ま
た彼らは、カラムクロマトグラフィーを用いて、上記の因子以外に第一段




グループでも行われている。 HurwitzらのグループではDEAE-cel1 u loseカラ
ムとBio-Rex70カラムを用いて核抽出液を三つの分画 (1a， 1 b、11)に分け






で観察される核内不均一RNA(heterogeneous nuclear RNA， hnRNA)は、コ
アタンパク質と呼ばれる数種類のタンパク質 (A1， A2、Bl，B~ Cl、C2
)などと複合体 (htnRNP)を形成しているが (Dreyfussの総説 1986)、コ
アタンパク質のうちCタンパク質に対する抗体が、 inνitroでのスプライシ
ング反応を阻害することから、このタンパク質がスプライシング因子であ





















もこの領域に結合する (Ruskinら 1988)0 U2AFは最近精製され、ヘテロ
ダイマーであること、スプライシング反応に必須であることが証明された






































































































































U6snRNAが触媒活d性を持つという仮説が提唱された (BrowとGuthrie1 989 
)。その理由は、一つには、他のsnRNAに比べてU6snRNAが生物種間で非
常によく保存されていることである (GuthrieとPattersonの総説 1988)。
例えば、出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) と人のU6snRNAの場合、そ
の配列は60%一致する。特に、その中央部の配列は保存度が高く、 80%一
致する。第二には、 TaniとOshima(1989)によって報告された分裂酵母(

















































ln νitro転写反応の鋳型として用いた。 invitro転写反応は、 40mM
Tris-HCl(pH7.5)、6mMMgC12， 2mMスペノレミジン、 10mMジチオスレイ
トー ノレ(DTη、250μ:M ATP、UTP，CIP、50μMGτP， 500μM m7GpppG、
2.5μg鋳型 DNA， 50μCi [a_32p] GTP (400Cijmmol、Amersham) 、



























を加えた。反応後、 2XPKバッファー (200mMTris-HCl (pH7.5入 25mM







ァ-D' (20mM Hepes-NaOH (pH7.9入 O.lMKO、0.2mMEDTA、2mMD廿
)、 1.5mMMgC12" 20mMクレアチンリン酸、 0.5mMATP、250fmol
mRNA前駆体を含む100μlの反応系でスプライシング反応を行なった。反



















コーゲン、 1mg/m 1ウシ血清アルブミン、 0.1mg/ml酵母tRNAを含む、バ



















ッファ-F (20mM Hepes-NaOH (pH7.9入 O.lmMEDTA、lmMD'π、10%
グリセローjレ)に対して透析した。 S100フラクション(タンパク質濃度
20mg/ml、12m1)を0.05MKClJマッファ -Fで平衡化したDEAE-cellulose
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に示した。 B)mRNA前駆体を、 ATP存在下で通常の核抽出液と 1砂子間
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ョン 11 (45S)、フラクション 15 (30S)をそれぞれ3等分し、通常の
核抽出液を含む等質の反応液とATP非存在下(レーン3、6、9)、ATP
存在下(レーン2、5、8)で1砂子間インキュベート後、あるいはインキ
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問、 4回目のインキュベーションはDI(レー ン 6、7)、DII(レー ン8、
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って解析した。 Oflは電気泳動のウエノレの位置を示す。レーン 1、8、15 
の試料はuv照射していない。各合成DNAは、 U1snRNA(64-75nt) 、
















には(レーン 16 -2 1)、U6-preIより移動度が速い新たなU6snRNAの
クロスリンク産物 (U6-preII)が観察された。 EDTA存在下では、先にも述
べたように、スプライスソームは形成されるが、第一段階の反応は起こら
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wc列を示した。 5'SS:は5' スプライス部位、 BPはプランチ部位、 3'SSは3'
スプライス部位を表す。 c-e) Ul・preIとU1・preII(c)、U2-pre(d)、

























U6・preIIを、 U6snRNAに相補的な4種類の合成DNA個 15 a)を用いて、
RNaseHで切断した。 U6snRNAは標識されていないので、 mRNA前駆体がク
ロスリンクした分解産物のみが観察される。図 15 bに示すように、








可欠な配列を含んでいる (Bindereifら 1990、Vankanら 1990、Fabrizioと




a ~， SIじml5 
GU∞UC∞UUCGGωCAωUA以 CU似 AUUG臥 ACG州 UGAωぷニ;
Mlじm l
U6d l6c • 
一-:lJ:--~ ~-----， 
GCAUGGCCCCUGCGCAAGωUGACACGCAAAUUCG凶 AAGCGULJCCAUAUlJU3




c t 、。号 」、a.=.， 』 、t。J 、。J c g，g 」コ 、ιcJ 、勺。、。
















































































Taziら 1986)、3種類のhnRNPタンパク質 (SwansonとDreyfuss 1988)、
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